
Ⅰ. 서 론

1966년 Friedenstein은 처음으로 백서의 간엽줄기세포(adult

mesenchymal stem cell)를 분리해 냄으로써 간엽조직의 재생을

위한조직공학적접근의문을열었다1). 이후조직공학에대한

연구가 활발하게 진행되었고 골(bone), 연골(cartilage), 건(ten-

don) 조직등에서간엽줄기세포를이용한조직공학의성공사

례들이 보고되었다2-7). 이러한 연구들을 통해서 간엽줄기세포

는 조직 내에 존재하는 비율은 낮지만 미분화(undifferentiated)

세포이자 다형성능(multipotency)을 가지고 있어 조직의 재생

및조직공학(tissue engineering)에이용될수있는잠재적가능성

이 있음이 확인되었다8-12). 조직공학적 골재생(bone tissue engi-

neering)은현재까지가장좋은골이식법으로인정하는자가골

이식이 가져오는 공여부의 합병증과 골 채취량의 한계, 술후

감염이나골이식의실패등을고려할때그임상적필요가매

우 크다13,14). 동종골과 합성골 이식 역시 면역반응, HIV나

Hepatitis C 같은감염성질환의전염, 단백질처리과정에서발

생하는골유도능(osteoinductive property)의감소, 높은술후감염

률등의문제가지적되고있기때문에골전도능(osteoconductive

property)과골유도능을모두갖출수있는조직공학적골재생

(bone tissue engineering)은골조직을다루는수많은임상의들의

관심이되고있다15-20). 
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In this study we evaluate the effects of bFGF-BB and PDGF on in vitro proliferation, differentiation and mineralization of mesenchymal stem cells

(MSCs) from rat. 

MSCs were prepared from the bone marrow of 6 or 7-week-old male rats with a technique previously described by Maniatopoulos et al. in 1988.

Lineage differentiation to osteogenesis, chondrogenesis and adipogenesis were performed. At first, we characterized the cultured cell on passage 1, 3,

5, 7 with immunocytochemical staining using CD29, 44, 34, 45, α-SMA and type I collagen. And to study the effects of bFGF and PDGF-BB on pro-

liferation, differentiation and mineralization, we seeded the expanded cell at a density of 6 × 103 cells/cm2 to 100-mm dish for evaluation of cell pro-

liferation and MTT assay was carried out on day 2, 4, 7, 9. We also resuspended the cells with same density (6 × 103 cells/cm2) to 24 well plates for

subculture. On the following day, the attached cells were exposed to 2.5ng/ml bFGF and/or 25ng/ml PDGF-BB daily during 5 days. The osteocalcin

(OC) level was assessed and mineral contents were evaluated with alizarin red S staining on subculture day 2, 7, 14, 21. 

We identified the mesenchymal stem cell from the bone marrow derived cells of rat through their successful multi-differentiation and stable display

of its phenotype. And bFGF and PDGF-BB showed the effect that inhibited osteoblastic differentiation and mineralization mildly in above concentra-

tion at in vitro culture. 
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조직공학을이용한골(bone) 재생의성공은높은증식능(high

proliferative capacity)과 미분화(undifferentive) 특성을 유지하고

있는간엽줄기세포의추출(purification), 체외(in vitro)에서의증

식(expansion) 및적절한유도배지(induction media)를통한분화

(differentiation)를어떻게조절하느냐그리고, 필요한기간동안

세포를 3차원적으로구성해줄수있으며세포독성이없는지

지체(scaffold)를 확보하여 세포-지지체간 미세환경(cell-matrix

microenvironment)을어떻게만들어주느냐에달려있다고할수

있다. 

골수에 존재하는 간엽줄기세포의 비율은 골수세포 2만개

~10만개중 1개(0.001% ~ 0.01%)로 매우낮으며골수세포에는

간엽줄기세포, 조혈줄기세포, 전구세포, 혈구세포, 조골세포

들이 함께 혼합되어 있어 간엽줄기세포에 관한 연구는 이 세

포들의 분리 및 확인 과정부터 시작되었다8,9,21). 간엽줄기세포

는체외배양(in vitro culture) 시에플라스틱용기에잘부착하는

특성을가지며배양시높은증식능을보인다8,11,22,24). 그러나골

수내 존재하는 낮은 분포율을 생각할 때 체외 배양기간이 길

어지는단점이있다. 

세포증식을촉진한다고알려져있는여러성장인자들에대

한 연구는 1965년 Urist에 의해 탈회골(DBM;demineralized bone

matrix)이근육조직에서골형성을유도할수있다는내용이보

고된 이후 27) BMP(Bone morphogenetic protein), TGF�

(Transforming growth factor �), PDGF(Platelet derived growth

factor), FGF(Fibroblast growth factor), IGF(Insulin-like growth factor)

등이 보고되며 활발하게 진행되었다. 1998년 Marx는 풍부한

혈소판풍부혈장(PRP, Platelet Rich Plasma)을 처리한 합성골이

대조군에비해서수질골의밀도를높이는효과가있다고보고

하여28) 혈소판풍부혈장(PRP)및 성장인자에 대한 관심을 높

였다. 

1994년 Nash는 80 μg의 혈소판유래성장인자(PDGF)를 처리

한콜라겐을골절부위에주사하였을때조골세포로의분화도

가더좋아지는결과를보였지만부골의강도면에서는통계적

인 유의성이 없었다는 결과를 보고하였다29). 그리고 1999년

Radomsky는 하이알유로네이트겔(hyaluronate gel)을 지지체

(scaffold)로하여섬유세포성장인자(bFGF)를피하로직접주사

한경우에부골(callus)의크기, 골막반응(periosteal reaction)의증

가, 혈관화(vascularity)와세포밀도(cellularity)의증가가있어섬

유세포성장인자(bFGF)가 골절의 재생에 기여하는 효과가 있

다고보고하였다30). 그러나 1990년, 1996년각각 Jingushi, Wang

등에의해유사하게이루어진동물실험(in vivo)의결과를보면

섬유세포성장인자(aFGF, bFGF)는적용되는용량에따라골재

생을 유도할 수도 있고 저해할 수도 있다고 하였고 혈소판유

래성장인자(PDGF) 역시 고농도에서는 골재생을 억제한다고

보고하였다31,32). 각각의 성장인자에 대한 연구는 조직 재생에

관련된분야에서먼저시작되어 1990년대후부터조직공학분

야로 이어졌고 동물실험(in vivo)을 통해서 뿐만 아니라 체외

배양시(in vitro)에도조골세포를여러성장인자에노출시켰을

때 조골세포의 증식(proliferation)과 분화(differentiation)에 미치

는영향에대해서그연구가진행되어왔다. 2004년 Chaudhary

등은 섬유세포성장인자(FGF), 혈소판유래성장인자(PDGF) 등

의성장인자가조골세포의분화를촉진시키지는못하지만무

기질 결정의 생성에는 기여하며, 섬유세포성장인자(bFGF)가

골형성단백질-7(BMP-7)의작용을억제하였다고보고하였다33). 

현재골형성단백질(Bone Morphogenetic Protein, BMP)의경우

골형성 촉진 효과가 인정되고 있으나 그 외의 성장인자에 대

해서는 긍정적 효과와 부정적 효과가 모두 보고되고 있으며

그효과가아직입증되지않은상태이다. 이에본연구에서는

백서의 골수에서 미분화 세포(undifferentiated cell)를 채취하고

배양하여 먼저 간엽줄기세포(mesenchymal stem cell)인지를 확

인하고, 조골세포로 분화시키는 단계에서 섬유세포성장인자

(bFGF)와혈소판유래성장인자(PDGF)에단독, 혹은함께노출

시켰을 때 이 성장인자들이 조골세포의 증식(proliferation), 분

화(differentiation)와무기질화(mineralization) 정도에어떠한영향

을미치는지알아보았다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 골수기원 간엽줄기세포의 채취(harvesting) 및 배양

(culture) 

6~7주령, 220-250g 체중의수컷 Sprague-Dawley 백서 8마리(샘

타코)를 Ketamin(Ketara�, 50mg/ml, 유한양행)/Xylasine(Rompun�,

5mg/ml, 바이엘코리아)를 과량으로 복강 내에 주사하여 희생

시키고 clean bench 내에서대퇴골(femur)과비골(tibia)을채취하

였다. 골수세포의채취에는 1988년 Maniatopoulos가 제안한 방

법을이용하였는데양측골단(ephiphyses)을절단한후 23 게이

지 주사바늘의 10 ml 주사기를 이용하여 Dulbecco’s Modified

Eagle’s Medium(DMEM, Gibco, USA)과 10% fetal bovine

serum(FBS, Gibco, USA)로구성된기본배지(expansion media)를

통과시키면서씻어내려골수세포를얻었다34).

8마리로부터 얻은 골수세포는 40 ml의 기본 배지에 담겨져

70 μm 크기의 세포여과기(cell strainer, BD Falcon, USA)에 거른

후, T75 플라스크(Nalge Nunc, USA) 4개에각각 10 ml씩배분하

고항온배양기(1 기압, 5% CO2, 37℃)에서배양을시작하였다.

배지는 48 시간후부터교체하기시작하여 2-3일에한번씩갈

아주었다. 초대배양(primary culture)을 8 일동안시행한후 70%

의 포화도(confluency)에 도달하면 PBS에서 5분 동안 2번씩

washing하고, 0.05% trypsin-1ml EDTA를 4분간처리하여세포들

을수확하고 50 ml conical tube에담아원심분리(900 rpm, 5분, 실

온)하였다. 백서 8마리로부터모두 2×106 개정도의세포를얻

어서T75 플라스크에 6×103 세포/cm2 밀도로계대하였다. 배지

는2-3일에한번씩교체하였다. 
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2. 골수기원 간엽줄기세포의 확인(identification) 

1) 세포표면표지자(stem cell surface marker)를이용한확인

Passage 1, 3, 5, 7 세포에서 간엽줄기세포 표면표지자 CD29,

44, α-SMA, I형 collagen과 조혈줄기세포 표면표지자 CD34, 45

단백질의 존재 여부를 확인하기 위해 면역염색(immunocyto-

chemical staining)을 시행하였다. 세포를 0.05% trypsin-EDTA 1

ml을이용하여수확한후원심분리(900 rpm, 5분, 실온)하여펠

렛(pellet)을얻은후, 24 well plate에 1×104 세포/cm2 농도로배분

(resuspension)하고 37℃, CO2 배양기에서 48 시간 동안 배양한

후 3.7% paraformaldehyde를사용하여고정하였다. Cell permiabi-

lization을 위해 0.2% TritonX-100을 처리하고 20% normal goat

serum을 처리하여 과정을 중단시켰다. 일차항체[Mouse anti-

human integrin beta1 monoclonal antibody(CHEMICON, USA),

Rabbit anti-CD44v6 polyclonal antibody(CHEMICON, USA), Rabbit

anti mouse CD34(MCA 1825GA, Serotec, USA), Rabbit anti mouse

CD45(MCA 1388, Serotec, USA), α-Smooth muscle actin(DAKO,

USA), type I collagen(DAKO, USA)]와 함께 4℃에서 24시간 동

안, 이차항체(FITC, Fluorecein Isothiocyanate)와함께실온에서 1

시간 30분동안배양(incubation)하고나서핵을동시에관찰하

기위해 1 μg/ml DAPI(D9542, DNA stain, Sigma, USA) 염색을추

가로시행하였다. 위상차현미경 200배에서관찰하였으며, 핵

을관찰한화면에서동시에필터를바꾸어세포표면표지자를

염색한화면을촬영하여화면을중첩하였다. 

2) 교차분화(lineage differentiation)를 통한 형성능(plasticity)

확인

적절한유도배지를조성하였을때간엽줄기세포가지방세

포와연골세포로선택적으로분화하는것을확인하기위해간

엽줄기세포를 트립신 처리한 후 기본 배지[expansion media:

DMEM, 10% FBS, Pen-Strp, Fungizone(Gibco, USA)], 조골세포유

도배지[osteogenic medium: DMEM, 10% FBS, Pen-Strp, Fungizone,

10 m mol �-glycerophosphate, 80 μg/ml vitamin C, 10-5 mol dexam-

ethasone(Gibco, USA)], 연골세포유도배지[chondrogenic medium:

DMEM, 10% FBS, 0.1 mM non-essential amino acids, 50 μg/ml ascor-

bic acid-2-phosphate, 10 nM dexamethasone(10-8 M)(Gibco, USA),

5 ug/ml insulin, 5 ng/ml TGF�1(R&D, USA), 지방세포유도배지

[adipogenic medium: DMEM, 10% FBS, 10 μg/ml insulin, 10 nM

dexamethasone(10-8 M)(Gibco, USA), 0.5 mM 3-isobuthyl-1-methylx-

antine(IBMX, Sigma, USA), 0.2 mM indomethacin(Fluka, USA)]에

서 각각 6×103 세포/cm2 농도로 100-mm 배양접시(culture dish)

에서배양하였다. 각각 4주후에세포의분화유무를확인하기

위해 alizarin red S, safranin O, oil red O (Sigma, USA) 염색을시행

하였다. 또한교차염색을시행하여조골세포유도배지에서배

양한 세포들 중에 연골세포의 성분이 있는지, 연골세포 유도

배지에서배양한경우조골세포로분화한세포가있는지확인

하였다. 

3. 세포 증식(proliferation) 평가

1) 분화 전 단계에서 세포의 증식을 살펴보기 위해 100-mm

배양접시(culture dish)에 6×104 개(6×103 개/cm2의 세포 밀

도)의세포를배분(seeding)시키고배양 2, 4, 7, 9, 11, 16일에

세포를수확하여트립판블루로 염색을시행하여살아있

는세포(viable cell) 수를확인하였다(n=4).

2) 분화단계에서섬유세포성장인자와혈소판유래성장인자

가세포의증식에미치는영향을관찰하기위해MTT assay

를시행하였다(n=4). 24 well plate에 1×104개의세포를배양

하여, 조골세포분화 배지(osteogenic media)에서만 배양한

대조군과 2.5 ng/ml의 섬유세포성장인자를 첨가한 군, 25

ng/ml의 혈소판유래성장인자를 첨가한 군, 2.5 ng/ml의 섬

유세포성장인자와 25 ng/ml의 혈소판유래성장인자를 함

께 첨가한군으로 나누었다. 각각의성장인자는배양 2일

째부터 시작하여 매일 첨가하였으며 배양 2, 4, 7, 9일에

MTT assay를시행하였다35). 0.25 mg/ml MTT solution을처리

하고 20 간 37℃에서배양한후, 0.2 ml DMSO로녹여서혼

합후 OD550 nm 에서 ELISA reader기로흡광도를측정하였

다(PowerWave x340, Bio-Tek Instruments Inc). 

4. 성장인자가 조골세포의 분화, 무기질화에 미치는 영

향 확인

24 well plate에 6×103 세포/cm2 농도로세포를배분(seeding)하

여 60% Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, 10% fetal bovine

serum(FBS), 10-5 mol dexamethasone, 항생제(100U/ml penicillin,

100 μg/ml streptomycin), 0.25 μg/ml amphotericin B, 10 m mol Na �-

glycerophosphate, 80 μg/ml vitamin C phosphate등을 첨가한 조골

세포 분화 유도배지에서 간엽줄기세포를 배양하였다. 배양 1

일째부터 7일째까지 2.5 ng/ml 섬유세포성장인자(recombinant

bovine bFGF, Invitrogen, USA), 25 ng/ml 혈소판유래성장인자

(recombinant bovine PDGF-BB, Sigma, USA)에단독으로혹은같

이 노출시켰다(n=6). 배양 2, 7, 14, 21일에 osteocalcin assay,

alizarin red S staining을시행하였다(Table 1). 

1) Osteocalcin assay

조골세포로의분화를확인하기위해 osteocalcin의농도를측

정하였다. Osteocalcin의 양은 Gla-type Osteocalcin EIA Kit

(TaKaRa, Japan)를 사용하여 측정하였고, OD450nm에서 ELISA

Table 1. Experimental group 

Group I Osteogenic media + 2.5 ng/ml bFGF

Group II Osteogenic meida + 25 ng/ml PDGF-BB

Group III Osteogenic media + 2.5 ng/ml bFGF + 25 ng/ml PDGF-BB

Control Osteogenic media only
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reader로 흡광도를 측정하였다(PowerWave ×340, Bio-Tek

Instruments Inc).

2) Alizarin red S 염색

무기질결정의침착및생성정도를확인하기위해 alizarin red

S 염색을시행하였다. 

Ⅲ. 결 과

1. 백서의 골수기원 간엽줄기세포의 배양(culture)과 확

인(identification)

배양 24시간째에일부세포의부착이시작되는것이관찰되

고, 배양 6일째 50% 정도의 포화도(confluency)가 관찰되며 배

양 8일에서 9일사이에 80% 정도의포화도에도달하였다. 세포

는섬유세포(fibroblast)와유사하게자루모양의형태이지만세

포질이 넓게 퍼져있지 않고 몽툭한 모양의 세포들이 군집을

이루고있는것이관찰되었다(Fig. 1). 

1) 줄기세포 표면표지자(stem cell surface marker)를 이용한

확인

백서간엽줄기세포의 passage 1, 3, 5, 7 세포들에여러개의세

포표면표지자를부착하여면역염색한결과CD29, α-SMA, I형

collagen(전형적인 간엽줄기세포 표면단백질)에 양성 반응을

보였고, 조혈줄기세포 표지자로 알려진 CD34, 45에는 반응을

보이지않아배양된세포들에서조혈줄기세포의혼합은관찰

되지 않았다. 단, 간엽줄기세포 표면표지자로 사용되고 있는

CD44에는염색이되지않았다. 핵염색을동시에시행하여핵

의 수와 위치를 확인하고 세포 표면표지자 염색을 관찰하여

중첩해본결과 95% 이상에서핵과세포표면이동시에염색되

는 것을 관찰할 수 있었다. 또한 이러한 특성이 passage 7까지

유지되었다(Fig. 2).

2) 교차분화(lineage differentiation)시켜형성능(plasticity) 확인

조골세포분화유도배지에서분화시킨경우 2주부터무기질

이상당량침착되어 alizarin red S에염색반응을보였고 safranin

O, oil red O에는염색반응을보이지않았다. 연골세포분화유

도배지에서분화시킨경우에도 safranin O에만염색반응을보

였으며 alizarin red S, oil red O 염색에는반응을보이지않았다.

지방세포분화유도배지에서자란세포역시 oil red O에만염색

이되었다(Fig. 3).

2. 세포 증식(proliferation) 평가

1) 분화전단계에서세포의증식을살펴본결과초기세포는

100-mm 배양 접시에 6×103 cells/cm2 농도로 분배(seeding)하였

는데 배양 2일째에는 4.8×105 cells/dish, 4일째에는 6×105

cells/dish, 7일에는 11×105 cells/dish, 9일에는 17×105 cells/dish, 11

일에는 26×105 cells/dish로 증식하였다. 배양한지 4일 후에 10

배로 세포가 증가하였고, 9일 후에는 29배 정도 증가하였다

(Fig. 4a).

2) 분화단계에서성장인자가세포의증식에미치는영향을

관찰한 결과 조골세포 분화배지(osteogenic media)에서 세포의

증식이 가장 높았고, 섬유세포성장인자를 첨가한 군, 섬유세

포성장인자와혈소판유래성장인자를함께첨가한군, 혈소판

유래성장인자를첨가한군의순서로세포의증식효과가낮아

졌다. 혈소판유래성장인자를첨가한군에서세포의수가현저

하게 낮았다(Fig. 4b). (Cell Proliferation: Control>FGF>FGF+

PDGF>PDGF)

Fig. 1. Primary culture of rat bone marrow stromal stem cells. (×300)

(a) P0, after 1day, attached cells (b) P0, after 6days, 60% conflency 
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Fig. 2. Expression of cell surface markers in serial cell cultures (passage 1, 3, 5, 7).

(Upper) Mesenchymal cell surface marker: CD29, 44, collagen I, α-SMA

(Lower) Hematopoietic cell surface marker: CD34, 45

CD29+

α-SMA+

Col I+

CD44-

CD34-

CD45-
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Fig. 3. In vitro differentiation of rat bone marrow derived mesenchymal stem cells (30 days).

(a-1) Osteogenic media, Alizarin red S staining, (a-2, 3) Mineralization nodule, ×100 & ×400, (a-4) Only expansion

media, Control, Alizarin red S staining, (a-5) ×100, (a-6, 7) Osteogenic media, Safranin O staining & Oil-red O staining,

×100 (b-1, 2) Chondrogenic media, Safranin O staining, ×100 & ×400, (b-3, 4) ×200 & ×100, (b-5) Only expansion

media, control, Safranin O staining, ×100, (b-6, 7) Chondrogenic media, Oil-red O staining, & Alizarin red S staining,

×200, (c-1, 2, 3) Adiopogenic media, Oil-red O staining, ×200, (c-4) Only expansion media, control, Oil-red O staining,

×100

(a-4) (a-5) (a-6) (a-7)

(b-1) (b-2) (b-3) (b-4)

(c-1) (c-2) (c-3) (c-4)

(b-5) (b-6) (b-7)

(a-1) (a-2) (a-3)
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3. 조골세포로의 분화 및 무기질 침착 확인

1) OC assay

무기질침착(mineralization) 시작 시기에 발현되는 단백질인

osteocalcin의농도는대조군에서 2일부터 21일사이에큰변화

를 보이지않았고 2, 7, 14, 21일에 관찰한 결과 각각의실험군

간에 유사한 결과를 보였다. One-way ANOVA로 분석한 결과

각실험군간의차이를인정할수있는통계적유의성은관찰

되지 않았다(Fig. 5). 두 성장인자를 함께 첨가한 경우에도 OC

농도의증가나감소는관찰되지않았다. 

2) Alizarin red S 염색

대조군에서관찰되지않은무기질결절은두성장인자에노

출시킨지 3일째, 즉배양 4일째부터성장인자를첨가한실험

군(I, II, III 군)에서관찰되기시작하였다. 그러나21일째에염색

하였을때두성장인자를함께첨가한경우(III 군)에단독으로

성장인자를사용한경우들(I, II 군)보다많은양의무기질침착

이관찰되었다. 그리고성장인자를첨가한그룹보다대조군에

서더많은양의무기질침착부위를보였다. 무기질침착순서

는대조군, III 군, II 군, I 군의순서를보였다(Fig. 6). 

Ⅳ. 고 찰

간엽줄기세포는플라스틱배양용기에잘부착(adherent)하는

특성을지니고있고증식능(proliferative)이높아서골수로부터

채취한세포들로부터배양과정을통해간접적인분리가용이

하다고알려져있다8,11,22,24). 본실험은이러한간엽줄기세포특

성을이용하여백서의골수로부터얻은세포들을별도의분리

과정을 거치지 않고 초대 배양(primary culture)을 시작하였고,

배양용기에부착하지못하는혈구세포, 조혈줄기세포들은배

양 3일이내에배지교체시에제거되었다. 세포들은배양 8일

에서 9일 정도에 70~80% 정도의 포화도(confluency)에 도달하

였고, 배양 4일째에 10배가량의증식을보였으며, 배양 9일째

에는약 29배의증식을보여높은증식능(proliferative capacity)을

확인할수있었다. 이렇게얻은세포들이이미분화된조골세

포인지, 간엽줄기세포인지를확인하기위해먼저두가지과

정의확인작업을진행하였다. 

첫째, 장기간 배양을 통해 세포 증식을 얻기 위해서 반드시

요구되는 세포의 미분화 특성을 확인하는 과정이었다. 초기

배양시 세포의 모양은 세포질이 넓게 퍼져 있지 않고 몽툭한

자루 모양을 보였으며 작고 길쭉한 형태를 보인 반면에 계대

를 거듭할수록 세포질은 넓게 퍼지며 별 모양으로 변화하여

섬유세포와 유사하게 보이는 양상을 나타냈다. Dr. Mark

Pittenger는 간엽줄기세포의 확인(characterization)에 첫째, 배양

시잘부착하고잘증식하는특징둘째, 일련의여러가지세포

표면표지자들을확인셋째, 다른여러가지세포로의분화능

(lineage differentiation)을 지닌 특성을 확인하는 종합적인 방법

Fig. 4. Cell proliferation Capability in different culture condition (Initial cell density of 6×103 cells/cm2 in 100-mm

culture dish). (n=4)

(a) Direct cell counting for cell proliferative capacity in expansion media

(b) MTT assay for cell proliferation in osteogenic media(control) with only bFGF or PDGF-BB or combination

(group I, II, III)

(1) D2: 4.6×105cells/dish

(2) D4: 6×105cells/dish

(3) D7: 11×105cells/dish

(4) D9: 17×105cells/dish 

(5) D11: 26×105cells/dish

(6) D16: 6.08×106cells/dish

Fig. 5. Osteocalcin assay for different culture conditions

(Gla-type Osteocalcin EIA Kit, TaKaRa, Japan). (n=6)

(a) (b)



대구외지 2006;32:495-505

502

을 이용하였다8). 현재까지 알려진 간엽줄기세포 표면표지자

로는 양성 표지자로서 SH2, SH3, SH4, CD29, CD71, CD90,

CD106, CD120a, CD124, CD166 등이 있고 음성 표지자로서

CD14(lipopolysaccharide receptor), CD34(lipopolysaccharide recep-

tor), CD45(leukocyte common antigen)등이 있다8). 간엽줄기세포

임을확인하기위해서는조혈줄기세포와혼합되어있지않은

것을 확인하기 위해 CD34-, CD45-임을 확인하는 과정이 중요

하다고언급하였다. 본실험에서는 CD29, 44, 34, 45, α-SMA, I

형 collagen 등의 세포표면 단백질의 존재여부를 확인한 결과

배양된 세포들은 CD29, α-SMA, I형 collagen 등에는 염색 반응

을보였고 CD34, 45에는전혀염색되지않아조혈줄기세포들

이혼합되어있지않은것을확인할수있었다. CD29, I형 colla-

gen, α-SMA에는모두 95% 이상염색되었으나 CD44에는염색

이되지않았다. 또한이러한특성은 passage 7까지동일하게유

Fig. 6. Alizarin red Staining for in vitro mineralization. (n=6)

(a) Control (BMSC), 

(b) Group I (BMSC+2.5 ng/ml bFGF), 

(c) Group II (BMSC+25 ng/ml PDGF-BB), 

(d) Group III (BMSC+2.5 ng/ml bFGF+ 25 ng/ml PDGF-BB)

D4 D7 D14 D21

(a)

(b)

(c)

(d)
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지되어서세포표면단백질의발현특성은비교적안정적인것

을확인할수있었고이를통해미분화세포의특성이장기간

세포배양시에도유지되는것을알수있었다. 

2003년Deschaseaux는초기의간엽줄기세포는CD45+의특성

을보였다가배양을하거나성숙된간엽줄기세포가되었을때

CD45-의특성을보인다고하였다36). 간엽줄기세포의배양과정

에서CD45가저하되는방향으로조절된다고보고하였고그것

의 기전은 아직 밝혀지지 않은 상태이다. 또한 I형 collagen, α-

SMA는세포의신축성을반영하는세포표면표지자로서간엽

기원의조직인근육, 건, 연골, 지방등이모두신축성을가지고

있기때문에그특성을확인하는지표로서간엽줄기세포확인

에사용하는연구들이보고된바있다37,38). 이처럼세포표면표

지자에 대해 연구가 계속 진행되고 있기 때문에 세포 표면표

지자(단백질)를 확인하는 과정 단독으로 간엽줄기세포임을

확인하는방법은현재까지는받아들여지지않고있다. 

간엽줄기세포인지를가장확실하게확인할수있는방법은

조골세포, 연골세포, 지방세포, 근육세포, 신경세포등의간엽

기원의다른세포들로분화할수있는능력(multipotency)을가

지고있는지를직접관찰하는것이라고할수있겠다. 그래서

본실험에서는간엽줄기세포확인과정의두번째로초대배양

을 통해 증식시킨 세포를 조골세포 유도배지, 연골세포 유도

배지, 지방세포유도배지에서키운후에형성능(plasticity)을확

인하였다. 모든유도배지에는지금까지보고된여러논문에서

조골세포의분화에결정적역할을하고있다고보고되는 dex-

amethasone을 첨가하였고 농도의 차이는 논문마다 조금씩 차

이가 있으나 조골세포 분화시에는 10-5M 농도로 비교적 높은

농도를 사용하였고 연골세포와 지방세포의 분화에는 모두

10-8M 농도를 사용하였다. 혈청 농도에있어서는혈청의 농도

를 낮추거나, 성장인자를 첨가하는 대신 혈청을 전혀 사용하

지 않고 배양하고자 하는 시도들이 있었지만 본 실험에서는

안정적연구결과를보이는 10% FBS(fetal bovine serum)를선택

하였다. 그리고 조골세포로의 분화를 위해서 추가로 �-glyc-

erophosphate, vitamin C를첨가하였고그결과무기질결정은 10

일이후부터 14일에다량형성되기시작하여 30일에는단층세

포배양에도불구하고육안으로도확인이가능한넓은면적의

무기질결절(nodule)이형성되어성공적인조골세포분화를확

인할수있었다. 

연골세포분화배지에는추가로 5 μg/ml insulin, 5 ng/ml TGF�

1, 50 μg/ml ascorbic acid-2-phosphate을 첨가하였고, 지방세포분

화배지에는 10 μg/ml insulin, 0.5 mM 3-isobuthyl-1-methylxantine,

0.2 mM indomethacin을첨가하였다. 연골세포분화시에중요한

인자는 TGF�1이라고알려져있으며, 지방세포분화시에중

요한인자는논문에서는찾아볼수없었지만고농도의인슐린

이라고추정된다. 조골세포분화뿐만아니라연골세포와지방

세포로도잘분화되는것을각각의염색반응을통해알수있

었고, 교차염색을 시행하여 연골세포분화배지에서 골세포분

화가일어났는지를확인해보았지만전혀반응을보이지않았

으며 다른 교차염색 결과 역시 마찬가지여서 각각의 분화가

잘일어났음을확인할수있었다. 

간엽줄기세포임을확인한세포들은조골세포분화배지에서

분화시키는데 7일째 Alizarin Red S염색을시행하였을때염색

반응이나타나지않고 10일에서 14일이후에염색되기시작하

였다. 이때배양 2일부터 7일째까지섬유세포성장인자와혈소

판유래성장인자를단독혹은같이첨가하였을때세포증식능

은 오히려 낮아지는 결과를 보였다. 증식능(proliferative capaci-

ty)은 혈소판유래성장인자를 첨가한 경우에 가장 낮았고, 두

성장인자를 함께 첨가한 경우 혈소판유래성장인자를 단독으

로 사용한 경우보다 증식능이 더 낮아지지 않은 것으로 보아

두성장인자사이에상호상승효과는없으며, 혈소판유래성장

인자가첨가된경우낮아진증식능을섬유세포성장인자의첨

가로약간은회복시키는것으로분석되었다. 성장인자첨가시

세포수가 감소되는 원인으로 조골세포분화배지에 포함된

dexamethasone으로인해조골세포의분화가유도하면서두성

장인자가 분화에 보다 기여함으로써 증식능(cell proliferative

capacity)이낮아지는것을생각해볼수있고, 둘째로두성장인

자가 dexamethasone의 조골세포 분화능을 저해시킬 가능성을

생각해볼수있었다. 

성장인자가조골세포의분화를촉진하는효과가있는것인

지, 성장인자가 dexamethasone의 조골세포 분화능을 억제시키

는것인지를알기위해두성장인자가조골세포의무기질(min-

eralization) 침착에 기여하는 효과를 알아보았다. 무기질 침착

정도를알수있는 osteocalcin(OC)의정량결과를보면 2, 7, 14,

21일에관찰한결과각각의실험군간에유사한결과를보였는

데, 이는성장인자의첨가가 OC의발현에영향을미치지않았

다고해석된다. 또한두성장인자를함께사용한경우에도단

독으로 사용한 경우들과 비교 시에 차이가 없어 성장인자의

첨가가배양 21일까지는조골세포의분화에영향을미치지않

은것으로여겨진다. 그래서성장인자가 dexamethasone의조골

세포분화능을저해할수있다는가능성을생각할수있었다. 

21일째 무기질 결절의 침착을 살펴보면 성장인자를 첨가하

지 않은 군에서 가장 많은 무기질 침착을 보였고 섬유세포성

장인자가 첨가된 경우에 가장 적은 량의 무기질 침착부위를

보였다. 이는 조골세포 증식능이 성장인자를 첨가하지 않은

경우에가장높게나타난결과와일치한경향을보였다. 그러

나 다음으로는 두 성장인자를 함께 첨가한 그룹에서 무기질

침착이높게나타나단순하게성장인자가조골세포의분화능

을억제한다고생각하기는어려운결과를보였다. 

현재까지성장인자에대한연구들을보면골절부위나당뇨

환자의 소실된 치은 조직 등을 재생시키기 위해 체내에 직접

성장인자를주입하거나적용한결과들이먼저보고된것을알

수 있다. 그리고 1990년 후반에 이르러 세포배양실험에 성장

인자들이적용된결과들이보고되었다39-44). 서론에서도언급한

바와 같이 초기의 임상 실험에서는 혈소판풍부혈장(PRP),

BMP, IGF, FGF, PDGF, TGF-�등이현저한골형성촉진효과

및조골세포분화촉진효과를가지고있다고보고되었으나이

후 체외 실험의 결과에서는 이견이 많다. 1997년 Hanada의 실
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험에서보면, 백서의골수기원간엽줄기세포에서조골세포로

분화시킬 때 체외에서 bFGF, BMP-2에 노출시킨 결과 mRNA

발현, 골결절(bone nodule)의 수, 칼슘 함량을 비교하였을 때

bFGF는조골분화능을현저하게상승시켰고, BMP-2는소량증

가시켰으며, bFGF와 PDGF의 상호상승효과도 나타나는 결과

를보여 bFGF가체외배양시에미치는효과가높다고보고하

였다. 그는 조골세포의 분화에 dexamethasone이 필수적이라는

이전의논문보고들을통해 dexamethasone이첨가된배지를사

용하였는데 dexamethasone이 존재하는 경우에 bFGF에 노출시

킨지초기 3일째에골형성유도가보다높게나타나며 bFGF에

노출시키지않은경우보다더이른시기에골형성능을보였다

고 하였다45). 또한 2005년 Richmon의 실험에 의하면, 혈청

(serum)을 첨가하지 않은 분화 배지와 2% FBS에서 bFGF와

TGF-beta1의농도차에의한세포분화능, 무기질침착등을관

찰한 결과 역시 성장인자를 단독 혹은 혼합하여 첨가하는 경

우에 혈청의 농도를 낮추어도 세포 분화능이 저해되지 않고

유지되었다는 결과를 보여 역시 체내 이식 전에 세포배양 단

계에서성장인자의첨가가세포분화를증가시켜무기질농도

를증가시키고골화속도를높일수있는방법으로고려될수

있는가능성을제시하였다25). 그러나 2004년 Chaudhary는정상

사람의 골수 세포를 얻어 조골세포로 분화시킬 때 BMP-7,

PDGF-BB, bFGF의 성장인자가조골세포의분화, 체외에서골

형성능에미치는효과를평가하였는데 bFGF는 ALP를촉진시

키지않았고, PDGF 역시ALP 활성, 무기질화에미치는효과가

매우적거나거의없다고보고하였다. 그러나 alizarin red S stain-

ing와 calcium assay(FTIR)에서는다르게도BMP-7, Dex, bFGF 모

두 무기질 침착을 증가시켰으나 대조군과 PDGF-BB, bFGF를

처리한 실험군에서 모두 자연골과 유사한 하이드록시아파타

이트(HA) 형성을보이지는않았다고보고하였다. 결론적으로

bFGF는 무정형성의 옥타칼슘포스페이트(octacalcium phos-

phate) 침착을촉진하였지만성숙한골형태의결정를형성하는

데에는실패하였다고하였다. 또한 bFGF는BMP-7의ALP 활성

상승효과, HA 형성효과를 오히려 저해하는 결과를 보였다고

하였다33). Chaudhary의실험과유사하게 2005년Hakki의논문을

보면, 체외에서 bFGF와 dexamethasone이 백악질세포(cemento-

blast)의무기질화에미치는영향을알아본결과 dexamethasone

은 무기질화를 증가시키는 반면 bFGF는 이러한 효과를 차단

시켰고, dexamethasone과 bFGF를함께사용한경우에도이러한

bFGF의 저해 효과는 변화하지 않았다고 보고하였다. 그러나

유전자 발현을 살펴본 결과에서는 bFGF의 경우 Osteocalcin

(OCN), Bone sialoprotein(BSP)을감소시켰지만Matrix gamma car-

boxyglutamic acid protein(MGP)를 증가시키며 Osteopontin(OPN)

역시상당량발현을촉진키켰다고하였고 dexamethasone의경

우에는 OCN 감소와 BSP, OPN의 증가를 가져왔다고 하였다.

그러나 bFGF와 dexamethasone을함께사용한경우OPN의상승

효과는 관찰되지 않았다고 하였다46). 그 역시 bFGF가 dexam-

ethasone의무기질화증가효과를저해하는경향을가지고있는

것을 보여주었다. 본 실험에서는 MTT 결과를 볼 때 bFGF,

PDGF를 사용한 경우에 모두 조골세포로의 증식능이 저하하

여유전자발현단계에서는이두성장인자가 dexamethasone의

무기질화를 증가시키는 효과를 저해할 수 있는 것으로 볼 수

있고 OC 결과를볼때두성장인자가조골세포의분화에기여

하는 효과가 거의 없어서 이러한 결과를 보다 뒷받침한다고

볼수있으나, alizarin red S 염색결과에서는두성장인자를첨

가한 경우보다 첨가하지 않은 경우에 무기질 침착이 잘 이루

어졌다. 단순한 무기질 결절의 생성과 최종적인 골형성이 별

개라는 논문이 보고된 바 있어 이러한 무기질 결절의 생성만

으로는 조골세포로의 분화가 성공적이었다고 할 수 없겠다.

그러나 두 가지 결과를 종합해 볼 때 섬유세포성장인자와 혈

소판유래성장인자는각각 2.5ng/ml, 25ng/ml의농도로 6일동안

체외(in vitro)에서 조골세포분화과정에 첨가되었을 때 조골세

포로의분화를저해하는효과가있다고여겨지며, 혈소판유래

성장인자의 경우 단독으로 첨가하지 않고 섬유세포성장인자

와 함께 첨가한 경우에는 조골세포로의 분화 저해 효과가 상

쇄되는것을확인할수있었다. 

Ⅴ. 결 론

1) 백서의 골수에서 채취한 세포들은 적절한 유도배지에서

조골세포, 연골세포, 지방세포로 모두 분화하였으며 pas-

sage 7까지 간엽줄기세포의 세포 표면표지자를 특징적으

로나타내고있었다. 

2) 골수기원간엽줄기세포를체외에서조골세포로분화시킬

때 2.5ng/ml 섬유세포성장인자(FGF)와 25ng/ml 혈소판유래

성장인자(PDGF)를 6일 동안 매일 첨가한 경우, 단독으로

는조골세포의분화를저해하는효과가관찰되었다. 

3) 섬유세포성장인자(2.5ng/ml)는 혈소판유래성장인자

(25ng/ml)와함께첨가한경우혈소판유래성장인자의조골

세포 분화억제, 무기질화 억제효과를 상쇄시키는 효과가

있었으나대조군보다더나은효과를보이지는않았다.
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